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Abstract  
Τηε εντρψ οφ τηε ΣΑΡΣ χοροναϖιρυσ (ΣΧς) ιντο χελλσ ισ ινιτιατεδ βψ βινδινγ οφ ιτσ σπικε 
ενϖελοπε γλψχοπροτειν (Σ) το α ρεχεπτορ, ΑΧΕ2. Ωε ανδ οτηερσ ιδεντιφιεδ τηε ρεχεπτορ−
βινδινγ δοµαιν (ΡΒ∆) βψ υσινγ Σ φραγµεντσ οφ ϖαριουσ λενγτησ βυτ αλλ ινχλυδινγ τηε 
αµινο αχιδ ρεσιδυε 318 ανδ τωο οτηερ ποτεντιαλ γλψχοσψλατιον σιτεσ. Το φυρτηερ 
χηαραχτεριζε τηε ρολε οφ γλψχοσψλατιον ανδ ιδεντιφψ ρεσιδυεσ ιµπορταντ φορ ιτσ φυνχτιον 
ασ αν ιντεραχτινγ παρτνερ οφ ΑΧΕ2, ωε ηαϖε χλονεδ, εξπρεσσεδ ανδ χηαραχτεριζεδ 
ϖαριουσ σολυβλε φραγµεντσ οφ Σ χονταινινγ ΡΒ∆, ανδ µυτατεδ αλλ ποτεντιαλ 
γλψχοσψλατιον σιτεσ ανδ 32 οτηερ ρεσιδυεσ. Τηε σηορτεστ οφ τηεσε φραγµεντσ στιλλ αβλε το 
βινδ τηε ρεχεπτορ ΑΧΕ2 διδ νοτ ινχλυδε ρεσιδυε 318 (ωηιχη ισ α ποτεντιαλ 
γλψχοσψλατιον σιτε), βυτ σταρτεδ ατ ρεσιδυε 319, ανδ ηασ ονλψ τωο ποτεντιαλ γλψχοσψλατιον 
σιτεσ (ρεσιδυεσ 330 ανδ 357). Μυτατιον οφ εαχη οφ τηεσε σιτεσ το ειτηερ αλανινε ορ 
γλυταµινε, ασ ωελλ ασ µυτατιον οφ ρεσιδυε 318 το αλανινε ιν λονγερ φραγµεντσ ρεσυλτεδ 
ιν τηε σαµε δεχρεασε οφ µολεχυλαρ ωειγητ (βψ αππροξιµατελψ 3 κ∆α) συγγεστινγ τηατ 
αλλ γλψχοσψλατιον σιτεσ αρε φυνχτιοναλ. Σιµυλτανεουσ µυτατιον οφ αλλ γλψχοσψλατιον σιτεσ 
ρεσυλτεδ ιν λαχκ οφ εξπρεσσιον συγγεστινγ τηατ ατ λεαστ ονε γλψχοσψλατιον σιτε (ανψ οφ τηε 
τηρεε) ισ ρεθυιρεδ φορ εξπρεσσιον. Γλψχοσψλατιον διδ νοτ αφφεχτ βινδινγ το ΑΧΕ2. 
Αλανινε σχαννινγ µυταγενεσισ οφ τηε φραγµεντ Σ319−518 ρεσυλτεδ ιν τηε ιδεντιφιχατιον 
οφ τεν ρεσιδυεσ (Κ390, Ρ426, ∆429, Τ431, Ι455, Ν473, Φ483, Θ492, Ψ494, Ρ495) τηατ 
σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ βινδινγ το ΑΧΕ2, ανδ ονε ρεσιδυε (∆393) τηατ αππεαρσ το 
ινχρεασε βινδινγ. Μυτατιον οφ ρεσιδυε Τ431 ρεδυχεδ βινδινγ βψ αβουτ 2−φολδ, ανδ 
µυτατιον οφ τηε οτηερ ειγητ ρεσιδυεσ � βψ µορε τηαν 10−φολδ. Αναλψσισ οφ τηεσε δατα 
ανδ τηε µαππινγ οφ τηεσε µυτατιονσ ον τηε ρεχεντλψ δετερµινεδ χρψσταλ στρυχτυρε οφ α 
φραγµεντ χονταινινγ τηε ΡΒ∆ χοµπλεξεδ το ΑΧΕ2 (Λι, Φ, Λι, Ω, Φαρζαν, Μ, ανδ 
Ηαρρισον, Σ. Χ., συβµιττεδ) συγγεστεδ τηε εξιστενχε οφ τωο ηοτ σποτσ ον τηε Σ ΡΒ∆ 
συρφαχε, Ρ426 ανδ Ν473, ωηιχη αρε λικελψ το χοντριβυτε σιγνιφιχαντ πορτιον οφ τηε 
βινδινγ ενεργψ. Τηε φινδινγ τηατ µοστ οφ τηε µυτατιονσ (23 ουτ οφ 34 ινχλυδινγ 
γλψχοσψλατιον σιτεσ) δο νοτ αφφεχτ τηε ΡΒ∆ βινδινγ φυνχτιον ινδιχατεσ ποσσιβλε 
µεχηανισµσ φορ εϖασιον οφ ιµµυνε ρεσπονσεσ. 

Background  
ςιραλ ενϖελοπε γλψχοπροτεινσ ινιτιατε εντρψ οφ ϖιρυσεσ ιντο χελλσ βψ βινδινγ το χελλ 
συρφαχε ρεχεπτορσ φολλοωεδ βψ χονφορµατιοναλ χηανγεσ λεαδινγ το µεµβρανε φυσιον 
ανδ δελιϖερψ οφ τηε γενοµε το τηε χψτοπλασµ [1]. Τηε σπικε (Σ) γλψχοπροτεινσ οφ 
χοροναϖιρυσεσ αρε νο εξχεπτιον ανδ µεδιατε βινδινγ το ηοστ χελλσ φολλοωεδ βψ 
µεµβρανε φυσιον; τηεψ αρε µαϕορ ταργετσ φορ νευτραλιζινγ αντιβοδιεσ ανδ φορµ τηε 
χηαραχτεριστιχ χορονα οφ λαργε, διστινχτιϖε σπικεσ ιν τηε ϖιραλ ενϖελοπεσ [2,3]. Συχη 20 
νµ χοµπλεξ συρφαχε προϕεχτιονσ αλσο συρρουνδ τηε περιπηερψ οφ τηε ΣΧς παρτιχλεσ [4]. 
Τηε λεϖελ οφ οϖεραλλ σεθυενχε σιµιλαριτψ βετωεεν τηε πρεδιχτεδ αµινο αχιδ σεθυενχε οφ 
τηε ΣΧς Σ γλψχοπροτειν ανδ τηε Σ γλψχοπροτεινσ οφ οτηερ χοροναϖιρυσεσ ισ λοω (20−
27% παιρωισε αµινο αχιδ ιδεντιτψ) εξχεπτ φορ σοµε χονσερϖεδ σεθυενχεσ ιν τηε Σ2 
συβυνιτ [5]. Τηε λοω λεϖελ οφ σεθυενχε σιµιλαριτψ πρεχλυδεσ δεφινιτε χονχλυσιονσ αβουτ 
φυνχτιοναλ ανδ στρυχτυραλ σιµιλαριτψ. 
 Τηε φυλλ−λενγτη ΣΧς Σ γλψχοπροτειν ανδ ϖαριουσ σολυβλε φραγµεντσ ηαϖε βεεν 
ρεχεντλψ χλονεδ, εξπρεσσεδ ανδ χηαραχτεριζεδ [6−11]. Τηε Σ γλψχοπροτειν ρυνσ ατ αβουτ 
170−200 κ∆α ιν Σ∆Σ γελσ συγγεστινγ ποσττρανσλατιοναλ µοδιφιχατιονσ ασ πρεδιχτεδ βψ 
πρεϖιουσ χοµπυτερ αναλψσισ ανδ οβσερϖεδ φορ οτηερ χοροναϖιρυσεσ [12,13]. Σ ανδ ιτσ 
σολυβλε εχτοδοµαιν, Σε, ωερε νοτ χλεαϖεδ το ανψ σιγνιφιχαντ δεγρεε [14]. Βεχαυσε τηε Σ 
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προτειν οφ χοροναϖιρυσεσ ισ α χλασσ Ι φυσιον προτειν [15], τηισ οβσερϖατιον χλασσιφιεσ τηε 
ΣΧς Σ προτειν ασ αν εξχεπτιον το τηε ρυλε τηατ χλασσ Ι φυσιον προτεινσ αρε χλεαϖεδ 
εξποσινγ αν Ν−τερµιναλ φυσογενιχ σεθυενχε (φυσιον πεπτιδε) αλτηουγη χλεαϖαγε οφ Σ 
χουλδ ενηανχε φυσιον [16]. 
 Βεχαυσε Σ ισ νοτ χλεαϖεδ, ιτ ισ διφφιχυλτ το δεφινε τηε εξαχτ λοχατιον οφ τηε 
βουνδαρψ βετωεεν Σ1 ανδ Σ2; πρεσυµαβλψ ιτ ισ σοµεωηερε βετωεεν ρεσιδυεσ αρουνδ 
672 ανδ 758 [7,17]. Φραγµεντσ χονταινινγ τηε Ν−τερµιναλ αµινο αχιδ ρεσιδυεσ 17 το 
537 ανδ 272 το 537 βυτ νοτ 17 το 276 βουνδ σπεχιφιχαλλψ το ςερο Ε6 χελλσ ανδ πυριφιεδ 
σολυβλε ρεχεπτορ (ΑΧΕ2) µολεχυλεσ [18]. Τογετηερ ωιτη δατα φορ ινηιβιτιον οφ βινδινγ 
βψ αντιβοδιεσ, δεϖελοπεδ αγαινστ πεπτιδεσ φροµ Σ, τηεσε φινδινγσ συγγεστεδ τηατ τηε 
ρεχεπτορ−βινδινγ δοµαιν (ΡΒ∆) ισ λοχατεδ βετωεεν αµινο αχιδ ρεσιδυεσ 303 ανδ 537 
[19]. Τωο οτηερ γρουπσ οβταινεδ σιµιλαρ ρεσυλτσ ανδ φουνδ τηατ ινδεπενδεντλψ φολδεδ 
φραγµεντσ χονταινινγ ρεσιδυεσ 318 το 510 [20] ανδ 270 το 510 [21] χαν βινδ ρεχεπτορ 
µολεχυλεσ. Χυρρεντλψ, τηεσε φραγµεντσ αρε βεινγ φυρτηερ χηαραχτεριζεδ το βεττερ 
υνδερστανδ τηε ιντεραχτιονσ οφ τηε ϖιρυσ ωιτη ιτσ ρεχεπτορ ασ ωελλ ασ τηειρ ποτεντιαλ ασ 
ινηιβιτορσ οφ τηε ϖιρυσ εντρψ βψ βλοχκινγ τηεσε ιντεραχτιονσ. Ηερε, ωε πρεσεντ εϖιδενχε 
τηατ γλψχοσψλατιον οφ τηεσε ανδ οτηερ φραγµεντσ χονταινινγ τηε Σ ΡΒ∆ δοεσ νοτ αφφεχτ 
το ανψ µεασυραβλε δεγρεε τηειρ βινδινγ το τηε ρεχεπτορ (ΑΧΕ2), ανδ αναλψζε τηε Σ 
ΡΒ∆−ΑΧΕ2 ιντεραχτιον. 

Results  

A short RBD fragment containing only two potential glycosylation sites folds 
independently and binds ACE2.  

Ωε ανδ οτηερσ ηαϖε πρεϖιουσλψ ιδεντιφιεδ τηε ΡΒ∆ βψ υσινγ φραγµεντσ χονταινινγ 
τηρεε ποτεντιαλ γλψχοσψλατιον σιτεσ � ατ ρεσιδυεσ 318, 330 ανδ 357 [22−24]. Το φινδ τηε 
µινιµαλ νυµβερ οφ ποτεντιαλ γλψχοσψλατιον σιτεσ ανδ σηορτεστ λενγτη ρεθυιρεδ φορ 
εξπρεσσιον ανδ φολδινγ οφ Σ ΡΒ∆ φραγµεντσ, ωε χλονεδ ιν πΣεχΤαγ 2Β φραγµεντσ ωιτη 
ϖαριουσ νυµβερ οφ ποτεντιαλ γλψχοσψλατιον σιτεσ ανδ λενγτη ινχλυδινγ Σ317−518, Σ319−
518, Σ329−518, Σ364−537, Σ399−518, Σ317−493, ανδ Σ329−458, ωηερε τηε νυµβερσ 
αφτερ Σ δενοτε τηε αµινο αχιδ ρεσιδυεσ χονφινινγ τηε φραγµεντ. Νοτε τηατ τηεσε 
φραγµεντσ ωερε νοτ χονστρυχτεδ ασ φυσιον προτεινσ ωιτη Φχ ασ ιν α πρεϖιουσ ρεπορτ [25]. 
Τηισ ισ ωηψ ωε αλσο δεσιγνεδ ανδ τεστεδ σεϖεραλ φραγµεντσ ωιτη δελετεδ πορτιονσ οφ τηε 
ΡΒ∆ τηατ ηαϖε αλρεαδψ βεεν σηοων το βε ιµπορταντ φορ βινδινγ το ΑΧΕ2 ινχλυδινγ 
ρεγιονσ βετωεεν ρεσιδυεσ 327 ανδ 490 [26]. 
Τηε Σ317−518 ανδ Σ319−518 φραγµεντσ ωερε σεχρετεδ ιν τηε χυλτυρε συπερναταντ (Φιγ 
1Α), ανδ βουνδ το ΑΧΕ2−εξπρεσσινγ χελλσ (Φιγ 1Β) ανδ πυριφιεδ ΑΧΕ2 (Ταβλε 1 ανδ 
δατα νοτ σηοων). Τηε διφφερενχε ιν τηε µολεχυλαρ ωειγητσ οφ τηε τωο φραγµεντσ (αβουτ 
3 κ∆) ισ µυχη λαργερ τηαν τηε χαλχυλατεδ ωειγητ δυε το τηε τωο αδδιτιοναλ αµινο αχιδσ 
χονταινεδ ιν Σ317−518, ανδ ισ λικελψ δυε το γλψχοσψλατιον. Βοτη φραγµεντσ βουνδ το 
ΑΧΕ2 ατ χοµπαραβλε λεϖελσ (Φιγ. 1Β). Τηε οτηερ φραγµεντσ ωερε νοτ σεχρετεδ (Φιγ. 
1Α) βυτ χουλδ βε δετεχτεδ βψ Ωεστερν ιν χελλ λψσατεσ (δατα νοτ σηοων).  Τηεσε ρεσυλτσ 
συγγεστ τηατ α σηορτ φραγµεντ (Σ319−518), ωηιχη ισ νοτ α φυσιον προτειν, ωιτη ονλψ τωο 
γλψχοσψλατιον σιτεσ χαν βε ινδεπενδεντλψ φολδεδ ανδ σεχρετεδ ιν α σολυβλε φορµ, ανδ 
χαν βινδ ΑΧΕ2. 

The potential glycosylation sites in RBD fragments are functional and 
glycosylation does not affect binding to ACE2. 

Το φινδ ωηετηερ τηε ποτεντιαλ γλψχοσψλατιον σιτεσ ιν τηε ΡΒ∆ φραγµεντσ αρε φυνχτιοναλ 
ωε χονστρυχτεδ µυταντσ, ωηερε τηε τηρεε ρεσιδυεσ Ν318, Ν330 ανδ Ν357 ιν Σ317−319 
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ωερε µυτατεδ ινδιϖιδυαλλψ φροµ ασπαραγινε το αλανινε. Ασ ισ σηοων ιν Φιγ. 2Α αλλ τηρεε 
µυταντσ ωερε εξπρεσσεδ ανδ ραν ον Σ∆Σ−ΠΑΓΕ ατ µολεχυλαρ ωειγητσ οφ αβουτ 3 κ∆ 
σµαλλερ τηαν τηε υνµοδιφιεδ φραγµεντ. Τηεψ αλλ βουνδ το ΑΧΕ2 (Φιγ. 2Β). Σιµιλαρ 
ρεσυλτσ ωερε οβταινεδ ωιτη τηε σηορτερ φραγµεντ (Σ319−518) ωηερε ασπαραγινεσ ωερε 
αλσο µυτατεδ το γλυταµινεσ ωηιχη βεττερ µιµιχ ασπαραγινεσ (Φιγ. 3). Τηεσε ρεσυλτσ 
συγγεστ τηατ αλλ γλψχοσψλατιον σιτεσ ιν τηε ΡΒ∆ αρε φυνχτιοναλ, ανδ τηατ τηε λαχκ οφ 
γλψχοσψλατιον ιν ανψ οφ τηε γλψχοσψλατιον σιτεσ δοεσ νοτ ιντερφερε ωιτη βινδινγ το 
ΑΧΕ2.  

Only one glycosylation site is required for secretion of functional RBD 
fragments.  

Το φινδ τηε µινιµαλ νυµβερ οφ φυνχτιοναλ γλψχοσψλατιον σιτεσ ρεθυιρεδ φορ σεχρετιον οφ 
τηε ΡΒ∆ ωε γενερατεδ δουβλε µυταντσ οφ Σ319−518 ωηερε τηε ασπαραγινεσ Ν330 ανδ 
Ν357 ωερε µυτατεδ το ειτηερ αλανινεσ (Αλα 2) ορ γλυταµινεσ (Γλν 2). Τηεσε µυταντσ 
ωερε νοτ δετεχτεδ ιν τηε χυλτυρε συπερναταντσ (Φιγ. 4Α) ανδ τηε χυλτυρε συπερναταντσ 
διδ νοτ εξηιβιτ ανψ βινδινγ αχτιϖιτψ το ΑΧΕ2 (Φιγ. 4Β). Τηεσε ρεσυλτσ συγγεστ τηατ ατ 
λεαστ ονε γλψχοσψλατιον σιτε ισ ρεθυιρεδ φορ σεχρετιον οφ φυνχτιοναλ ΡΒ∆ φραγµεντσ. 

Identification of 11 RBD amino acid residue mutations that affect its binding to 
ACE2, and 20 – that do not.  

Το ιδεντιφψ ΡΒ∆ αµινο αχιδ ρεσιδυεσ τηατ µιγητ αφφεχτ βινδινγ το ΑΧΕ2, ωε 
χονϖερτεδ 32 ρεσιδυεσ ιν Σ319−518 το αλανινε, εξπρεσσεδ τηε µυταντσ ανδ τεστεδ τηειρ 
βινδινγ το ΑΧΕ2. Ελεϖεν µυταντσ, Κ390, Ρ426, ∆429, Τ431, ∆454, Ι455, Ν473, 
Φ483, Θ492, Ψ494, ανδ Ρ495 εξηιβιτεδ δεχρεασεδ βινδινγ το ΑΧΕ2 ατ χοµπαραβλε 
λεϖελσ οφ εξπρεσσιον (Ταβλε 1). Νοτε τηατ ΡΒ∆ φραγµεντ µυτατεδ ατ ∆454 ορ Ψ494 ωασ 
εξπρεσσεδ ατ σοµεωηατ λοωερ λεϖελσ βυτ βινδινγ ωασ µυχη µορε σιγνιφιχαντλψ 
ρεδυχεδ. Ιν αδδιτιον, ονε οφ τηεσε µυτατιονσ, ∆454, ωασ πρεϖιουσλψ σηοων το αφφεχτ 
τηε ΡΒ∆−ΑΧΕ2 ιντεραχτιον [27].  Τηε Τ431 µυτατιον ρεδυχεδ βινδινγ βυτ το λεσσερ 
εξτεντ τηαν τηε οτηερ µυτατιονσ τηατ δεχρεασεδ ϖερψ σιγνιφιχαντλψ (µορε τηαν 10−φολδ) 
τηε ΡΒ∆−ΑΧΕ2 ιντεραχτιον. Τηε προτειν µυτατεδ ατ Ρ441 εξπρεσσεδ ποορλψ ανδ ωε 
ωερε νοτ αβλε το ασσεσσ ιτσ ρολε ιν τηε ΡΒ∆ βινδινγ, αλτηουγη βεχαυσε οφ τηε σιµιλαρ 
λεϖελσ οφ δεχρεασε ιν βινδινγ ανδ εξπρεσσιον, ιτ ισ λικελψ τηατ τηισ µυτατιον δοεσ νοτ 
αφφεχτ βινδινγ. Ιντερεστινγλψ, ιτ αππεαρσ τηατ τηε ∆393 µυτατιον ενηανχεδ βινδινγ � τηε 
µυτατεδ φραγµεντ εξπρεσσεδ ατ λοω χονχεντρατιον βυτ ιτσ βινδινγ εθυαλεδ τηε βινδινγ 
οφ τηε νον−µυτατεδ προτειν. Τηε µυτατεδ ρεσιδυεσ τηατ αφφεχτ ΡΒ∆ βινδινγ ινχλυδε 
ποσιτιϖελψ ανδ νεγατιϖελψ χηαργεδ, πολαρ ανδ ηψδροπηοβιχ ρεσιδυεσ, ινδιχατινγ α ρολε 
οφ ελεχτροστατιχ ανδ ηψδροπηοβιχ ιντεραχτιονσ ιν τηε ΡΒ∆−ΑΧΕ2 ιντεραχτιονσ. Τηεσε 
ρεσυλτσ αλσο δεµονστρατε τηατ τηε µυτατιονσ φορ τηε σελεχτεδ πανελ οφ ρεσιδυεσ τηατ δο 
αφφεχτ βινδινγ αρε σιγνιφιχαντλψ (αβουτ 2−φολδ) µορε τηαν τηοσε τηατ δο νοτ, συγγεστινγ 
ποσσιβλε µεχηανισµσ οφ ιµµυνε εϖασιον.  

Analysis of the S RBD sequence and the role of critical residues in S RBD.   

Ιν ορδερ το φυρτηερ χηαραχτεριζε τηε ΡΒ∆ ανδ ιτσ ιντεραχτιον ωιτη ΑΧΕ2 ωε αναλψζεδ 
τηε σεθυενχε ανδ σεχονδαρψ στρυχτυρε, ανδ ηοω τηεψ ρελατε το τηε µυτατιονσ τηατ αφφεχτ 
βινδινγ το τηε ρεχεπτορ. Α σεθυενχε−βασεδ σεχονδαρψ στρυχτυρε αναλψσισ οφ τηε Σ ΡΒ∆ 
πρεδιχτεδ µοστλψ !−σηεετσ (δατα νοτ σηοων), χοννεχτεδ βψ λοοπσ ορ τυρνσ, ωηερε µοστ 
οφ τηε ρεσιδυεσ αφφεχτινγ τηε ΡΒ∆−ΑΧΕ2 ιντεραχτιονσ αρε λοχατεδ. Το φινδ ουτ 
αδδιτιοναλ ρεσιδυεσ τηατ αρε νοτ λικελψ το αφφεχτ βινδινγ σιγνιφιχαντλψ ωε αλιγνεδ 
µυλτιπλε ΡΒ∆ σεθυενχεσ οφ ϖαριουσ νον−ρεδυνδαντ ΣΧς στραινσ. Φιγυρε 5Α σηοωσ τηε 
ιδεντιφιεδ 13 αµινο αχιδ ρεσιδυεσ ωηιχη χαν βε µυτατεδ ωιτηουτ αφφεχτινγ τηε φυνχτιον 
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οφ τηε ϖιρυσ το χαυσε ινφεχτιον. Ιντερεστινγλψ, ονε οφ τηεσε ρεσιδυεσ, Ρ426, ωηιχη 
δεχρεασεσ βινδινγ το ΑΧΕ2 αβουτ 10−φολδ ιφ µυτατεδ το Α, ισ µυτατεδ το Γ ιν ονε οφ 
τηε στραινσ. Φουρ οφ τηε οτηερ 12 µυτατιονσ (ινδιχατεδ ωιτη ∗ ιν Ταβλε 1) δο νοτ αφφεχτ 
βινδινγ το ΑΧΕ2 ωηεν χονϖερτεδ το Α. Το εξαµινε τηε εξτεντ οφ σιµιλαριτιεσ οφ τηε 
ΣΧς ΡΒ∆ σεθυενχε ωιτη ρελατεδ σεθυενχεσ οφ οτηερ χοροναϖιρυσεσ φροµ διφφερεντ 
οργανισµσ, ωηιχη σηαρε ονλψ αβουτ 20−35% σεθυενχε ιδεντιτιεσ, ωε περφορµεδ 
µυλτιπλε αλιγνµεντ υσινγ ΒΛΑΣΤ. Στρικινγλψ, σιξ χψστεινε ρεσιδυεσ αρε χονσερϖεδ (Φιγ. 
5Β) ινδιχατινγ τηε ποσσιβιλιτψ φορ υπ το τηρεε ποσσιβλε δισυλπηιδε βριδγεσ ωιτηιν τηε Σ 
ΡΒ∆ τηατ χαν ηελπ το κεεπ τηε στρυχτυραλ ιντεγριτψ οφ τηισ δοµαιν. Μοστ οφ τηε ρεσιδυεσ 
ωε φουνδ ιµπορταντ φορ βινδινγ αρε ηιγηλψ ϖαριαβλε εξχεπτ Τ431, Θ492 ανδ Ρ495, 
ωηιχη αρε ηιγηλψ χονσερϖεδ (Φιγ. 5Β). Τηε µυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ σχορε ωασ 
τηεν υσεδ το βυιλδ α πηψλογραµ βψ υσινγ τηε ΧλυσταλΩ σοφτωαρε. Τηε ρεσυλτσ συγγεστεδ 
τηατ τηε ΣΧς Σ ΡΒ∆ ισ µυχη µορε δισταντ τηαν τηε ρεσπεχτιϖε ρεγιονσ οφ τηε οτηερ 
τεστεδ χοροναϖιρυσεσ (Φιγ. 5Χ).  
 Ρεχεντλψ, τηε χρψσταλ στρυχτυρε οφ Σ ΡΒ∆−ΑΧΕ2 χοµπλεξ ωασ σολϖεδ ανδ τηε 
χοορδινατεσ βεχαµε αϖαιλαβλε αφτερ τηε χοµπλετιον οφ τηισ στυδψ, κινδλψ προϖιδεδ βψ 
Στεπηεν Ηαρρισον (Λι, Φ, Λι, Ω, Φαρζαν, Μ, ανδ Ηαρρισον, Σ. Χ., συβµιττεδ). Ωε ηαϖε 
µαππεδ τηε Σ ΡΒ∆ µυτατιονσ ον τηε συρφαχε οφ τηε χρψσταλ στρυχτυρε βψ υσινγ ΙνσιγητΙΙ 
σοφτωαρε. Τηε Χοννολλψ µολεχυλαρ συρφαχε οφ τηε Σ ΡΒ∆ ασ ϖιεωεδ φροµ τηε ρεχεπτορ 
ΑΧΕ2 ισ σηοων ιν Φιγ. 6Α. Τηε Σ ΡΒ∆ ισ ιν ψελλοω χολορ ιν ωηιχη τηε µυταντσ τηατ 
σιγνιφιχαντλψ αφφεχτ τηε βινδινγ το ΑΧΕ2 αρε σηοων ιν ρεδ ανδ τηοσε τηατ δο νοτ αφφεχτ 
τηε βινδινγ αρε ιν χψαν. Τηε τωο γλψχοσψλατιον σιτεσ ατ 330 ανδ 357 ποσιτιονσ αρε 
χολορεδ ιν γρεεν. Ιν τηε ριγητ πανελ τηε στρυχτυρε ισ ροτατεδ βψ 180° το σηοω τηε 
οπποσιτε σιδε οφ τηε ΡΒ∆ συρφαχε.  
 Ιν τηε στρυχτυρε οφ τηε Σ ΡΒ∆−ΑΧΕ2 χοµπλεξ τωο οφ τηε µυταντσ ωιτη ϖερψ 
σιγνιφιχαντλψ ρεδυχεδ βινδινγ το ΑΧΕ2, Ρ426Α ανδ Ν473Α, µακε χονταχτσ ωιτη 
ΑΧΕ2 ρεσιδυεσ ανδ αρε χοµπλετελψ εξποσεδ (Ταβλε 1). Τηεψ αρε σεπαρατεδ βψ ρεσιδυεσ 
ωηοσε µυτατιονσ δο νοτ αφφεχτ τηε Σ ΡΒ∆ βινδινγ το ΑΧΕ2. Ιντερεστινγλψ, σιξ οφ τηε 
µυτατιονσ ωε ιδεντιφιεδ το ρεδυχε βινδινγ αρε βυριεδ βυτ ατ χλοσε προξιµιτψ το Ρ426 ασ 
σηοων βψ τηε τρανσλυχεντ συρφαχε ηιγηλιγητινγ ιν Φιγ. 6Β ινδιχατινγ σενσιτιϖιτψ οφ τηισ 
αρεα το µυτατιονσ ανδ λικελψ ινϖολϖεµεντ οφ οτηερ ρεσιδυεσ. Ρεσιδυεσ ∆454 ανδ Ι455, 
ωηοσε µυτατιον ρεδυχεδ βινδινγ το ΑΧΕ2, δο νοτ µακε χονταχτσ ωιτη ΑΧΕ2 ανδ αρε 
λοχατεδ ον τηε σιδε οπποσινγ τηε σιδε φαχινγ τηε ρεχεπτορ (ριγητ πανελ οφ Φιγ. 6); ιτ ισ 
λικελψ τηατ τηε µυτατιονσ δεχρεασε βινδινγ βψ ινδυχινγ χονφορµατιοναλ χηανγεσ. Οτηερ 
µυτατιονσ ινχλυδινγ µυτατιονσ οφ τηε τωο γλψχοσψλατιονσ σιτεσ ον τηατ σιδε δο νοτ 
αφφεχτ βινδινγ το ΑΧΕ2 (ριγητ πανελσ οφ Φιγ. 6). Τηεσε ρεσυλτσ συγγεστ τηε εξιστενχε οφ 
τωο ηοτ σποτσ ον τηε Σ ΡΒ∆ συρφαχε, Ρ426 ανδ Ν473, ωηιχη αρε λικελψ το χοντριβυτε 
σιγνιφιχαντ πορτιον οφ τηε βινδινγ ενεργψ. 
 

Discussion  
Τηε µαϕορ ρεσυλτσ οφ τηισ ωορκ αρε τηε δεµονστρατιον οφ τηε φυνχτιοναλιτψ οφ τηε 
ποτεντιαλ γλψχοσψλατιον σιτεσ οφ τηε Σ ΡΒ∆ ανδ τηε ρεθυιρεµεντ οφ ατ λεαστ ονε οφ τηεµ 
φορ ιτσ προπερ εξπρεσσιον ασ ωελλ ασ τηε ιδεντιφιχατιον οφ τωο ηοτ σποτσ ον τηε Σ ΡΒ∆ 
συρφαχε, Ρ426 ανδ Ν473, ωηιχη αρε λικελψ το χοντριβυτε σιγνιφιχαντ πορτιον οφ τηε 
βινδινγ ενεργψ το ΑΧΕ2. ΑΧΕ2 ωασ πρεϖιουσλψ ιδεντιφιεδ ασ α ρεχεπτορ φορ τηε ΣΧς 
[7] ανδ τηισ φινδινγ ωασ χονφιρµεδ [28,29]. ΑΧΕ2 βινδσ ωιτη ηιγη (νΜ) αφφινιτψ το Σ 
ανδ ισ εξπεχτεδ το ινδυχε χονφορµατιοναλ χηανγεσ ρεθυιρεδ φορ µεµβρανε φυσιον 
[7,30−32]. Ιτσ χρψσταλ στρυχτυρε ωασ ρεχεντλψ ρεπορτεδ [33] ανδ ισ ιν γενεραλ αγρεεµεντ 
ωιτη τωο ηοµολογψ µοδελσ πρεϖιουσλψ δεϖελοπεδ [34,35]. Ιτ ωασ προποσεδ τηατ τηε Σ 
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βινδινγ δοµαιν ον ΑΧΕ2 ινϖολϖεσ ρεσιδυεσ ον τηε ριδγεσ συρρουνδινγ τηε ενζψµατιχ 
σιτε [36]. Ρεχεντλψ, σεϖεραλ ΑΧΕ2 ρεγιονσ ανδ αµινο αχιδ ρεσιδυεσ ωερε ιδεντιφιεδ ασ 
ιµπορταντ φορ ιτσ βινδινγ το τηε Σ ΡΒ∆ [37]. 

Χυρρεντλψ, τηε τηρεε−διµενσιοναλ (3∆) στρυχτυρε οφ τηε Σ ΡΒ∆ ιν φρεε υνβουνδ 
φορµ ισ υνκνοων. Ωε περφορµεδ σεθυενχε αναλψσισ ανδ δεϖελοπεδ α 3∆ µοδελ οφ α 
φραγµεντ χονταινινγ τηε Σ ΡΒ∆ (τηε µοδελ ωιλλ βε δεσχριβεδ ελσεωηερε). Αχχορδινγ 
το τηισ µοδελ τηε Σ ΡΒ∆ λικε ΡΒ∆σ φροµ οτηερ ϖιρυσεσ χονταινσ πρεδοµιναντλψ !−
σηεετσ. Μοστ οφ τηε ρεσιδυεσ αφφεχτινγ τηε ΑΧΕ2 ιντεραχτιονσ αρε εξποσεδ ον τηε 
συρφαχε οφ τηε βετα σηεετσ ανδ ιντερ−χοννεχτινγ λοοπσ. Τηεσε πρεδιχτεδ οβσερϖατιονσ αρε 
χονσιστεντ ωιτη τηε ρεχεντλψ σολϖεδ χρψσταλ στρυχτυρε οφ Σ ΡΒ∆ χοµπλεξεδ ωιτη ΑΧΕ2 
(Λι, Φ, Λι, Ω, Φαρζαν, Μ, ανδ Ηαρρισον, Σ. Χ., συβµιττεδ). Τηε νατυρε οφ τηε ρεσιδυεσ 
ωηιχη ινχλυδε χηαργεδ, ηψδροπηοβιχ ανδ πολαρ ρεσιδυεσ ινδιχατεδ τηατ αλλ τηεσε τψπεσ 
οφ ιντεραχτιονσ χουλδ βε ινϖολϖεδ ειτηερ διρεχτλψ ορ ινδιρεχτλψ ιν τηε Σ ΡΒ∆ βινδινγ το 
ΑΧΕ2. Νοταβλε αρε τηε χοµπλεµενταριτιεσ ιν τηε χηαργεσ οφ σεϖεραλ ρεσιδυεσ ιν Σ, ε.γ. 
Ρ426 ανδ Ν473 ωιτη τηοσε οφ ΑΧΕ2, ε.γ. Ε329 ανδ Θ24, ρεσπεχτιϖελψ. Ονε χαν ρεασον 
τηατ τηεσε ρεσιδυεσ µιγητ χοντριβυτε σιγνιφιχαντλψ φορ τηε ον ρατε χονσταντ ανδ προπερ 
οριεντατιον οφ τηε τωο µολεχυλεσ ιν τηε χοµπλεξ, ασ ωελλ ασ το τηε λοω δισσοχιατιον ρατε 
χονσταντ. Ωε ιδεντιφιεδ τωο ηοτ σποτσ, ρεσιδυεσ Ρ426 ανδ Ν473, ωηιχη αρε λικελψ το 
χοντριβυτε το τηε βυλκ οφ τηε φρεε ενεργψ οφ ιντεραχτιον. Φυρτηερ στυδιεσ αρε ρεθυιρεδ φορ 
τηε ελυχιδατιον οφ τηε ενεργψ προφιλε οφ τηε Σ ΡΒ∆−ΑΧΕ2 ιντεραχτιον. 
Ωε φουνδ τηατ νοτ ονλψ γλψχοσψλατιον οφ τηε τηρεε σιτεσ ιν τηε πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ 
ΡΒ∆−χονταινινγ φραγµεντσ ισ δισπενσαβλε φορ εξπρεσσιον (εξχεπτ ονε τηατ χαν βε ανψ) 
βυτ ιτ αλσο δοεσ νοτ αφφεχτ βινδινγ το ΑΧΕ2.  Ινδεεδ αλλ γλψχοσψλατιον σιτεσ αρε 
λοχαλιζεδ ατ τηε Ν−τερµιναλ πορτιον οφ τηε ΡΒ∆ ανδ αρε ρελατιϖελψ χλοσε το εαχη οτηερ 
νοτ ονλψ ιν τηε σεθυενχε (ρεσιδυεσ 318, 330 ανδ 357) βυτ αλσο ιν τηε 3∆ σπαχε (Φιγ. 6). 
Ωε χονστρυχτεδ α φραγµεντ (319−518) ωηιχη χονταινσ ονλψ τωο γλψχοσψλατιον σιτεσ ανδ 
στιλλ βινδσ ωιτη αν αφφινιτψ υνδιστινγυισηαβλε φροµ τηε φραγµεντσ χονταινινγ τηρεε 
γλψχοσψλατιον σιτεσ. Φυρτηερ µυτατιονσ οφ αλλ χοµβινατιονσ οφ τηεσε σιτεσ ρεϖεαλεδ τηατ 
ονλψ ονε οφ τηεµ ισ ρεθυιρεδ φορ εξπρεσσιον βυτ νονε οφ τηεµ φορ βινδινγ. Τηερεφορε 
τηε Σ ΡΒ∆ χονταχτσ ΑΧΕ2 βψ αν αρεα λαχκινγ χαρβοηψδρατεσ ωηιχη ισ ιν αγρεεµεντ 
ωιτη τηε ρεχεντλψ σολϖεδ χρψσταλ στρυχτυρε οφ τηε Σ ΡΒ∆ (Λι, Φ, Λι, Ω, Φαρζαν, Μ, ανδ 
Ηαρρισον, Σ. Χ., συβµιττεδ).  

Τηε εντρψ οφ τηε ΣΧς ιντο χελλσ χαν βε ινηιβιτεδ βψ αντιβοδιεσ τηατ βινδ τηε Σ 
γλψχοπροτειν ανδ πρεϖεντ ιτσ βινδινγ το ΑΧΕ2. Συχη α µονοχλοναλ αντιβοδψ τηατ 
ποτεντλψ ινηιβιτσ µεµβρανε φυσιον ατ νΜ χονχεντρατιονσ ωασ ρεχεντλψ ιδεντιφιεδ βψ 
σχρεενινγ πηαγε δισπλαψ λιβραριεσ [38]. Τηισ αντιβοδψ χοµπετεδ ωιτη ΑΧΕ2 φορ 
βινδινγ το τηε Σ γλψχοπροτειν συγγεστινγ τηατ ιτσ µεχηανισµ οφ νευτραλιζατιον ινϖολϖεσ 
ινηιβιτιον οφ τηε ϖιρυσ−ρεχεπτορ ιντεραχτιον. Ωε ηαϖε αλσο ιδεντιφιεδ σεϖεραλ αντιβοδιεσ 
σπεχιφιχ φορ τηε Σ ΡΒ∆ ([39] ανδ Ζηυ ανδ ∆ιµιτροϖ, ιν πρεπαρατιον). Τηε µυταντσ 
δεϖελοπεδ ιν τηισ στυδψ χουλδ βε υσεφυλ φορ µαππινγ τηε επιτοπεσ οφ τηε αντιβοδιεσ 
αγαινστ τηε Σ ΡΒ∆, µοστ οφ ωηιχη αρε λικελψ το νευτραλιζε τηε ϖιρυσ βψ πρεϖεντινγ 
βινδινγ το τηε ρεχεπτορ ΑΧΕ2. 
 Μοστ οφ τηε µυτατιονσ (20) δεσχριβεδ ιν τηισ στυδψ διδ νοτ αφφεχτ βινδινγ οφ τηε 
Σ ΡΒ∆ το ΑΧΕ2. Τηισ φινδινγ συγγεστσ τηατ τηε ϖιρυσ χουλδ εασιλψ µυτατε ανδ εσχαπε 
αντιβοδιεσ τηατ δο νοτ εξηιβιτ τηε σαµε ενεργψ προφιλε οφ βινδινγ το Σ ασ ΑΧΕ2. 
Ηοωεϖερ, φυρτηερ στυδιεσ αρε ρεθυιρεδ ιν τηε χοντεξτ οφ τηε ωηολε ολιγοµεριχ Σ προτειν 
το µακε µορε δεφινιτε χονχλυσιονσ αβουτ ποσσιβλε µεχηανισµσ οφ ιµµυνε εϖασιον. 
 Τηε ρεσυλτσ ρεπορτεδ ιν τηισ στυδψ χουλδ ηαϖε ιµπλιχατιονσ φορ υνδερστανδινγ 
τηε µεχηανισµσ οφ ΣΧς εντρψ, ανδ φορ δεϖελοπµεντ οφ εντρψ ινηιβιτορσ, ϖαχχινε 
ιµµυνογενσ, ανδ ρεσεαρχη τοολσ. Φυτυρε στυδιεσ παρτιχυλαρλψ τηε σολυτιον οφ τηε χρψσταλ 
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στρυχτυρε οφ τηε Σ προτειν ιν φρεε υνβουνδ φορµ, ανδ ιν χοµπλεξ ωιτη ΑΧΕ2, ασ ωελλ ασ 
µεασυρεµεντσ οφ τηε ενεργψ προφιλεσ οφ βινδινγ το ΑΧΕ2 ανδ αντιβοδιεσ, χουλδ 
ελυχιδατε δεταιλεδ µεχηανισµσ οφ τηε Σ ΡΒ∆ φυνχτιον τηατ µαψ ηελπ ιν τηε φυρτηερ 
δεϖελοπµεντ οφ χλινιχαλλψ υσεφυλ ινηιβιτορσ ανδ ϖαχχινεσ.  

Methods 

Plasmids and antibodies. 

Πλασµιδ ενχοδινγ τηε σολυβλε φορµ οφ ΑΧΕ2, πΧ∆ΝΑ3−ΑΧΕ2−εχτο, ωασ κινδλψ 
προϖιδεδ βψ Μ. Φαρζαν φροµ Ηαρϖαρδ Μεδιχαλ Σχηοολ, Βοστον, Μασσαχηυσεττσ. 
ςΤΦ7.3 ισ α κινδ γιφτ φροµ Χ. Βροδερ, ΥΣΥΗΣ, Βετηεσδα, Μ∆. Εξπρεσσιον ϖεχτορσ 
πΣεχΤαγ2 σεριεσ ωερε πυρχηασεδ φροµ Ινϖιτρογεν (Χαρλσβαδ, Χαλιφορνια). Τηε 
µονοχλοναλ αντι−χ−Μψχ επιτοπε αντιβοδιεσ (υνχονϕυγατεδ ανδ χονϕυγατεδ το ΗΡΠ) 
ωερε οβταινεδ φροµ Ινϖιτρογεν (Χαρλσβαδ, ΧΑ). 

Cloning of S fragments.  

Υσινγ τηε πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ Σ756 [40] πλασµιδ ασ τεµπλατε, φραγµεντσ Σ364−537 
(5�−ΓΑΤΧΓΓΑΤΧΧΤΧΑΑΧΧΤΤΤ ΑΑΓΤΓΧ−3� ανδ 5�−ΓΑΤΧΓΑΑΤΤΧΧ ΑΓΤΑΧ 
ΧΑΓΤΓΑΓ−3�), Σ317−518 (5�−ΓΑΤΧΓΓΑΤΧΧΧΧΤΑΑΤΑΤΤΑΧΑΑΑΧ−3� ανδ 5�−Γ 
ΑΤΧΓΑΑΤΤΧΓΓΤΧΑΓΤΓΓ−3�), Σ317−471 (5�−ΓΑΤΧΓΓΑΤΧΧ ΧΧΤΑΑΤΑΤΤΑΧ 
ΑΑΑΧ−3� ανδ 5�−ΓΑΤΧΓΑΑΤΤΧΓΑΓΧΑΓΓΤΓΓΓ−3�), Σ329−518 (5�−ΓΑΤΧΓΓΑ 
ΤΧΧΤΤΧΧΧ ΤΤΧΤΓΤΧ−3� ανδ 5�−ΓΑΤΧΓΑΑΤΤΧΓ ΓΤΧΑΓΤΓΓ−3�), Σ329−458 
(5�−ΓΑΤΧ ΓΓΑΤΧΧΤΤΧΧΧΤΤΧΤΓΤΧ−3� ανδ 5�−ΓΑΤΧΓΑΑΤΤΧΓΧΑΧΑΤΤΑΓΑ 
ΤΑΤΓΤΧ−3�), Σ319−518 (5�−ΓΑΤΧΓΓΑΤΧΧΑ ΤΤΑΧΑΑΑΧΤΤΓΤΓΤΧΧ−3� ανδ 5�−
ΓΑΤΧΓΑΑΤΤΧΓ ΓΤΧΑΓΤΓΓ−3�), Σ399−518 (5�−ΓΑΤΧΓΓΑΤΧΧΧΧΑΓΓ ΑΧΑΑ 
ΑΧΤΓΓ−3� ανδ 5�−ΓΑ ΤΧΓΑΑΤ ΤΧΓΓΤΧΑΓΤΓΓ−3�), ανδ Σ317−493 (5�−ΓΑΤΧΓ 
ΓΑΤΧΧΧΧΤΑΑΤΑΤΤΑΧΑ ΑΑΧ−3� ανδ 5�−ΓΑΤΧΓΑΑΤΤΧΑΑΓΓ ΤΤΓΓΤΑΓΧΧ−
3�) ωερε ΠΧΡ αµπλιφιεδ υσινγ τηε πριµερσ µεντιονεδ ωιτηιν τηε παρεντηεσεσ. Τηε 
ΠΧΡ αµπλιφιεδ φραγµεντσ ωερε τηεν διρεχτιοναλλψ χλονεδ ιντο εξπρεσσιον ϖεχτορ 
πΣεχΤαγ 2Β υσινγ τηε ρεστριχτιον ενζψµεσ Βαµ ΗΙ ανδ Εχο ΡΙ. Τηε ϖαριουσ µυτατιονσ 
ον Σ317−518 ανδ Σ319−518 ωερε γενερατεδ υσινγ τηε ΘυιχκΧηανγε! ΞΛ Σιτε 
∆ιρεχτεδ Μυταγενεσισ κιτ (Στραταγενε, Λα ϑολλα, ΧΑ) φολλοωινγ τηε µανυφαχτυρερ�σ 
προτοχολ.  

Protein expression.  

ςαριουσ πλασµιδσ ωερε τρανσφεχτεδ ιντο 293 χελλσ υσινγ τηε Πολψφεχτ τρανσφεχτιον κιτ 
φροµ Θιαγεν (ςαλενχια, ΧΑ) φολλοωινγ τηε µανυφαχτυρερ�σ προτοχολ. Φουρ ηουρσ αφτερ 
τρανσφεχτιον, χελλσ ωερε ινφεχτεδ ωιτη ςΤΦ7.3 ρεχοµβιναντ ϖαχχινια ϖιρυσ ενχοδινγ τηε 
γενε φορ τηε Τ7 πολψµερασε. Τηε σολυβλε Σ φραγµεντσ ωερε οβταινεδ φροµ τηε χελλ 
χυλτυρε µεδιυµ.  

Western blotting. 

Λοαδινγ βυφφερ ανδ ∆ΤΤ (φιναλ χονχεντρατιον 50 µΜ) ωερε αδδεδ το ειτηερ Σ προτεινσ 
χονχεντρατεδ φροµ τηε χυλτυρε συπερναταντ υσινγ Νι−ΝΤΑ αγαροσε βεαδσ ορ διρεχτλψ το 
τηε συπερναταντ, βοιλεδ ανδ ρυν ον αν Σ∆Σ−ΠΑΓΕ. Τηε µονοχλοναλ αντι−χ−Μψχ 
επιτοπε αντιβοδψ (Ινϖιτρογεν, Χαρλσβαδ, ΧΑ) ωασ διλυτεδ ιν ΤΒΣΤ βυφφερ ανδ 
ινχυβατεδ ωιτη τηε µεµβρανε φορ 2 ηουρσ, ωασηεδ ανδ τηεν ινχυβατεδ ωιτη τηε 
σεχονδαρψ αντιβοδψ χονϕυγατεδ ωιτη ΗΡΠ φορ 1 ηουρ, ωασηεδ φουρ τιµεσ, εαχη τιµε φορ 
15 µιν, ανδ τηεν δεϖελοπεδ υσινγ τηε ΕΧΛ ρεαγεντ (Πιερχε, Ροχκφορδ, ΙΛ). 
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Cell binding assay.  

Μεδιυµ χονταινινγ σολυβλε Σ φραγµεντσ ωασ χολλεχτεδ ανδ χλεαρεδ βψ χεντριφυγατιον. 
ςερο Ε6 χελλσ (5ξ106) ωερε ινχυβατεδ ωιτη 0.5 µλ οφ χλεαρεδ µεδιυµ χονταινινγ 
σολυβλε Σ φραγµεντσ ανδ 2 ∝γ οφ αντι−χ−Μψχ επιτοπε αντιβοδψ χονϕυγατεδ ωιτη ΗΡΠ ατ 
40Χ φορ τωο ηουρσ. Χελλσ ωερε τηεν ωασηεδ τηρεε τιµεσ ωιτη ιχε χολδ ΠΒΣ ανδ 
χολλεχτεδ βψ χεντριφυγατιον. Τηε χελλ πελλετσ ωερε ινχυβατεδ ωιτη ΑΒΤΣ συβστρατε φροµ 
Ροχηε (Ινδιαναπολισ, ΙΝ) ατ ΡΤ φορ 10 µιν., τηε συβστρατε ωασ χλεαρεδ βψ 
χεντριφυγατιον, ανδ Ο∆405 ωασ µεασυρεδ.  

ELISA. 

Φορ τηε δετεχτιον οφ τηε Σ προτειν φραγµεντσ, α σανδωιχη ΕΛΙΣΑ ωασ υσεδ ιν ωηιχη τηε 
πλατε ωασ χοατεδ ωιτη αντι−Ηισ ταγ αντιβοδψ. Τηε Σ προτειν χονταινινγ χυλτυρε 
συπερναταντσ ωερε αδδεδ ανδ δετεχτεδ ωιτη αν αντι−χ−Μψχ επιτοπε αντιβοδψ. Ιν τηε 
σεχονδ ΕΛΙΣΑ, τηε Σ προτειν ωασ βουνδ το τηε Χ9−ταγγεδ εχτο−δοµαιν οφ ρεχεπτορ 
ΑΧΕ 2 τηατ ωασ χαπτυρεδ ον α πλατε χοατεδ ωιτη αντι−Χ9 αντιβοδψ (Ι∆4).  Ασ ιν τηε 
πρεϖιουσ ΕΛΙΣΑ, τηε Σ προτειν ωασ δετεχτεδ ωιτη αντι−χ−µψχ επιτοπε αντιβοδψ. Τηε 
σεχονδ ΕΛΙΣΑ ωασ υσεδ το σχορε τηε βινδινγ οφ τηε ϖαριουσ Σ προτειν φραγµεντσ το τηε 
ρεχεπτορ ΑΧΕ 2. Ιν αλλ εξπεριµεντσ, τηε ινχυβατιονσ ωιτη τηε χ−µψχ επιτοπε αντιβοδψ 
ωερε φορ 2 η ατ ΡΤ. 

Sequence analysis of S RBD.  

Σεθυενχε σιµιλαριτψ σεαρχηεσ ωερε περφορµεδ υσινγ ΝΧΒΙ ΒΛΑΣΤ προγραµ [41] βψ 
σελεχτινγ, σεπαρατελψ, αλλ νον−ρεδυνδαντ σεθυενχεσ (νρ) ανδ σεθυενχεσ δεριϖεδ φροµ 
τηε 3−διµενσιοναλ στρυχτυρε ρεχορδσ φροµ τηε Προτειν ∆ατα Βανκ (Π∆Β). Τηε ΒΛΑΣΤ 
αναλψσισ αγαινστ νρ δαταβασε σηοωεδ 19 ΣΑΡΣ Χος−ρελατεδ σεθυενχεσ φροµ διφφερεντ 
χλονεσ ωιτη ιδεντιτιεσ οφ 97−99% φροµ τηε τοπ οφ τηε λιστ ασ ωελλ ασ 7 διφφερεντ 
χοροναϖιρυσεσ φροµ οτηερ οργανισµσ ωηιχη σηαρε ονλψ 20−35% σεθυενχε ιδεντιτιεσ ατ 
τηε βοττοµ. Τηεσε σεθυενχεσ ωερε χολλεχτεδ ανδ αλιγνεδ ωιτη τηε σεθυενχε οφ ΣΑΡΣ 
ΡΒ∆ φραγµεντ υσινγ ΧλυσταλΩ προγραµ [42] ωιτη δεφαυλτ παραµετερσ. Τηε µυλτιπλε 
αλιγνµεντ σεθυενχε ταβλε ωασ πρεπαρεδ βψ χηοοσινγ τηε αλιγνεδ σεθυενχεσ ωιτη 
οπτιµαλ γαπσ ανδ τηεν α πηψλογραµ τρεε ωασ χονστρυχτεδ βασεδ ον τηατ αλιγνµεντ 
σχορεσ φορ τηε 7 διφφερεντ χοροναϖιρυσεσ αλονγ ωιτη Σ ΡΒ∆. Φυρτηερ, τηε ΒΛΑΣΤ 
αγαινστ Π∆Β δαταβασε ρετριεϖεδ 5 ηιτσ ανδ 4 οφ τηεµ ηαϖε λονγερ στρετχη οφ αµινο 
αχιδσ (Π∆Β χοδεσ: 1ΚΣ5, 1Κ0Η, 1ΝΚΓ ανδ 1ΘΡ0) ωηιχη ηαϖε δετεχταβλε σεθυενχε 
σιµιλαριτιεσ ωιτη διφφερεντ ρεγιονσ οφ ΣΑΡΣ ΡΒ∆.  
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Figures 

Figure 1 - Expression and binding of soluble S fragments containing the RBD.  

Α) Σολυβλε Σ προτεινσ χονχεντρατεδ υσινγ Νι−ΝΤΑ αγαροσε βεαδσ φροµ τηε 
συπερναταντσ οφ 293 χελλσ τρανσφεχτεδ ωιτη ϖαριουσ χονστρυχτσ ωερε ρυν, βλοττεδ οντο α 
νιτροχελλυλοσε µεµβρανε ανδ δετεχτεδ ωιτη αντι−χ−µψχ επιτοπε αντιβοδψ. Β) Χελλ 
βινδινγ ασσαψ δατα υσινγ συπερναταντσ δεσχριβεδ αβοϖε, σηοων ασ α περχενταγε οφ τηε 
ρεαδινγ οφ Σ272−537 τηατ ηασ βεεν υσεδ ιν τηισ εξπεριµεντ ασ α ποσιτιϖε χοντρολ. 

Figure 2 - Glycosylation of S fragment containing the RBD.  

Α) Εξπρεσσιον οφ τηε τηρεε µυταντσ ον Σ317−518 ωηερε τηε ποτεντιαλ σιτεσ οφ 
γλψχοσψλατιον ατ Ν318, Ν330 ανδ Ν357 ωερε ινδιϖιδυαλλψ χονϖερτεδ το αλανινε. Αλλ τηε 
µυταντσ αππεαρ το ηαϖε σιµιλαρ µολεχυλαρ ωειγητσ ωηεν χοµπαρεδ το τηε ωιλδ τψπε 
προτειν Σ317−518. Β) Χελλ βινδινγ δατα οφ τηε σαµε µυταντσ.  

Figure 3 - Effects of glycosylation on expression and binding of RBD-
containing fragments.  

Α) Εξπρεσσιον οφ τηε φουρ µυταντσ ον Σ319−518 ωηερε τηε τωο σιτεσ οφ γλψχοσψλατιον 
ατ Ν330 ανδ Ν357 ηαϖε βεεν ινδιϖιδυαλλψ χονϖερτεδ το ειτηερ αλανινε ορ γλυταµινε. 
Τηε ϖαριουσ µυταντσ ηαϖε σιµιλαρ µολεχυλαρ ωειγητσ, α λιττλε λεσσ τηαν τηε ωιλδ τψπε 
ινδιχατινγ τηατ τηε λεϖελ οφ γλψχοσψλατιον ατ εαχη ρεσιδυε µιγητ βε σιµιλαρ. Β) Χελλ 
βινδινγ δατα φορ τηε σαµε µυταντσ. 
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Figure 4 - Glycosylation of at least one residue in RBD-containing fragments is 
required for expression.  

Α) Εξπρεσσιον παττερν οφ τωο µυταντσ ον Σ319−518 ιν ωηιχη βοτη τηε γλψχοσψλατιον 
σιτεσ ατ Ν330 ανδ Ν357 ηαϖε βεεν µυτατεδ ειτηερ το αλανινε ορ το γλυταµινε. Νο 
εξπρεσσιον ισ σεεν ωηεν βοτη τηε σιτεσ ηαϖε βεεν µυτατεδ ινδιχατινγ τηατ γλψχοσψλατιον 
οφ ατ λεαστ ονε οφ τηε σιτεσ ισ ιµπορταντ. Ιν τηε λαστ λανε, πυριφιεδ Σ317−518 προτειν ηασ 
βεεν λοαδεδ ασ α χοντρολ. Β) Χελλ βινδινγ ρεσυλτσ οφ τηε σαµε µυταντσ.  

Figure 5 - Multiple sequence alignment of S fragment (RBD) with SARS CoV-
related and other coronaviruses/spike glycoproteins.  

Α) Τηε ταβλε σηοωσ 13 αµινο αχιδ ρεσιδυεσ ιν τηε ρεγιον οφ Σ ΡΒ∆ (319−518) ωηιχη 
ηαϖε σεθυενχε ϖαριατιονσ ασ ιδεντιφιεδ φροµ τηε µυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ οφ Σ 
ΡΒ∆ ωιτη 19 ΣΑΡΣ Χος−ρελατεδ σεθυενχεσ (97−99% ιδεντιτιεσ ωιτη Σ ΡΒ∆) υσινγ 
ΒΛΑΣΤ. Β) Μυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ οφ Σ ΡΒ∆ ανδ 7 οτηερ ρελατεδ προτεινσ φροµ 
διφφερεντ οργανισµσ ωηιχη σηαρε 20−35% ιδεντιτιεσ: βοϖινε χοροναϖιρυσ (ΒΧος, 327−
622), χανινε ρεσπιρατορψ χοροναϖιρυσ (ΧΧος, 327−622), ηυµαν χοροναϖιρυσ (ΟΧ43, 
331−612), εθυινε χοροναϖιρυσ (ΕΧος, 327−622), πορχινε ηεµαγγλυτινατινγ 
ενχεπηαλοµψελιτισ ϖιρυσ (ΠΗΕς, 327−608), ρατ σιαλοδαχρψοαδενιτισ χοροναϖιρυσ 
(ΡτΧος, 325−610) ανδ µυρινε ηεπατιτισ ϖιρυσ (ΜΗς, 325−611). ∆αρκ ανδ γραψ χολορσ 
ινδιχατε τηε ιδεντιτψ ανδ σιµιλαριτψ οφ ρεσιδυεσ αλιγνεδ. Αρροω ηεαδσ ον τηε Σ ΡΒ∆ 
σεθυενχε σηοω τηε 13 σιτεσ ωηιχη αρε φουνδ το ηαϖε σεθυενχε ϖαριατιονσ. Χ) Τηε 
πηψλογραµ τρεε ισ σηοων ωιτη διστανχεσ αλονγ τηε προτειν ναµεσ ανδ νοτε τηατ Σ ΡΒ∆ 
ηασ τηε ηιγηεστ διστανχε. Μυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ ανδ πηψλογραµ ωερε 
χονστρυχτεδ υσινγ ΧλυσταλΩ προγραµ.  

Figure 6 - Mapping of the S RBD mutants on the structure.  

Τηε µολεχυλαρ συρφαχε διαγραµσ οφ Σ ΡΒ∆ αρε σηοων ασ τηε τοπ ϖιεωσ ιν τηε σολιδ ανδ 
τρανσλυχεντ µοδελσ. Τηε Σ ΡΒ∆ συρφαχε ισ ιν ψελλοω, µυτατιονσ τηατ σιγνιφιχαντλψ 
αφφεχτ τηε βινδινγ το ΑΧΕ2 αρε ιν ρεδ ανδ τηοσε δο νοτ αφφεχτ τηε βινδινγ ιν χψαν. (Α) 
Σηοων αρε τηε σολιδ συρφαχε διαγραµσ υσινγ τηε στρυχτυρε οφ Σ ΡΒ∆ (λεφτ πανελ) ανδ 
ρελατεδ βψ 180° ροτατιονσ (ριγη πανελ). Τηε ρεσιδυεσ ωηιχη δεχρεασε τηε ρεχεπτορ 
βινδινγ ασ οβσερϖεδ ιν τηε εξπεριµεντ ανδ εξποσεδ ιν τηε στρυχτυρε αρε λαβελεδ (Ρ426, 
Ν473). (Β) Τηε σαµε συρφαχε διαγραµσ ασ ιν Α βυτ ωιτη τρανσπαρενχψ ωηιχη αρε 
ρελατεδ βψ 180° ροτατιονσ. Τηε βυριεδ ρεσιδυεσ ωηιχη ρεδυχε τηε ρεχεπτορ βινδινγ ασ 
οβσερϖεδ ιν τηε εξπεριµεντ αρε σεεν ασ βλυρρεδ ρεδ.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 − 14 − 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tables 

Τηε µυταντσ τηατ σιγνιφιχαντλψ δεχρεασε βινδινγ το ΑΧΕ2 αρε σηοων ιν βολδ. Τηε ∗ 
δενοτεσ µυταντ ρεσιδυεσ τηατ αρε νατυραλλψ οχχυρρινγ ιν ϖαριουσ ΣΧς στραινσ (σεε Φιγ. 
6Α). Τhe binding and expression values for the individual mutants are expressed as a 

percentage of the value for the S319-518 (wt) which is assumed 100%. Τηε ϖαλυεσ οφ 
αχχεσσιβλε συρφαχε αρεα (ΑΣΑ, Α°2) φορ µυταντ ρεσιδυεσ ωερε χαλχυλατεδ φροµ τηε 
χρψσταλ στρυχτυρε οφ τηε Σ ΡΒ∆−ΑΧΕ2 χοµπλεξ (χοορδινατεσ προϖιδεδ βψ Σ. Ηαρρισον) 
βψ υσινγ τηε Λεε ανδ Ριχηαρδσ� αλγοριτηµ [43] ωιτη α προβε ραδιυσ οφ 1.4 ⊕.  
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 Table 1  - S RBD mutants, expression levels and binding to ACE2.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Μυταντ Μυτατιον  Εξπρεσσιον  Βινδινγ ΑΣΑ  
1 Ε327 98 83 123 
2 Κ333 86 90 176 
3∗ Κ344 95 102 159 
4 K390 104 1 44 

5 ∆392 110 95 69 
6 ∆393 30 100 10 
7 Κ411 90 103 33 
8 ∆414 120 130 113 
9 ∆415 90 102 97 
10* R426 73 7 95 

11 Ν427 100 111 121 
12 D429 103 0  9  

13 T431 131 64 59 

14 Κ439 85 87 65 
15 Ρ441 10 15 3 
16∗ Ψ442 105 110 68 
17∗ Ρ444 80 86 52 
18 Η445 124 103 113 
19 Κ447 87 85 138 
20 Ρ449 96 101 178 
21 Φ451 69 71 64 
22 D454 50 4 25 

23 I455 77 6 89 

24 ∆463 87 81 70 
25∗ Λ472 95 99 172 
26 N473 100 0 70 

27 Ω476 80 76 126 
28 F483 91 3 2 

29 Q492 95 3  5 

30 Y494 50 7 21 

31 R495 97 19  7  

32 Ε502 110 84 175 
33 S17-276 90 0  

34 Σ319−518 100 100  
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Residue  Mutation (times) 

R342 G(1) 

K344 R(9) 

F360 S(7) 

R426 G(1) 

S432 P(1) 

N437 D(1) 

Y442 S(1) 

R444 K(1) 

L472 P(7) 

N479 S(6), R(3), K(1) 

D480 G(7) 

T487 S(7) 

F501 Y(1) 

 

^ ^ ^

^ ^ ^ ^ ^

^ ^̂ ^

^

A B

C

Figure 5
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